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(57) Abstract: The invention relates to a device for treating a crystal with a liquid, said device comprising a holding element for 
fixing the crystal, and a microdosing system that is arranged in relation to the holding element in such a way that it can be used to 
apply microdrops of the liquid to the crystal fixed in the holding element. The invention also relates to a method for treating a crystal 
with a liquid, whereby the crystal is fixed and microdrops of the liquid are applied to the crystal. The invention is especially suitable 
for the protective treatment of protein crystals with defined substances. In this way, for example, ligands or inhibitors in the liquid 
can be applied to the crystal by means of a piezoelectric pipette. Preferably, the crystal is in a defined gas atmosphere that can be 
mixed with an evaporated solubilizer for the ligands or inhibitors. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit mit einer 
Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem Mikrodosiersystem, das im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet ist, dass damit 
Mikro-Tropfen der Flussigkeit 

^ [Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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auf den in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht werden konnen. Femer betrifift die Erfindung ein Verfahren zum Behan- 
deln eines Kristalls mit einer Flussigkeit, bei dam der Kristall befestigt wird und Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf den Kristall 
aufgebracht werden. Die Erfindung eignet sich insbesondere zur schonenden Behandlung von Proteinkristallen Kiit bestimmten 
Substanzen. So konnen z.B. Liganden oder Inhibitoren, die sich in der Flussigkeit befinden, mittels einer Piezopipette auf den 
Kristall aufgebracht werden. Vorzugsweise befindet sich der Kristall dabei in einer definierten Gasatmosphare. der ein veidampfter 
Losungsvermittler fiir den Liganden oder Inhibitor beigemischt sein kann. 
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VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUM BEHANDELN EINES KRISTALLS 
DURCH AUFBRINGEN VON MIKROTROPFEN AUF DEN KRISTAL 



20 

Die votliegende Erfindung bezieht sich auf eine Votrichtung imd ein Verfahtea 2\im Behan- 
deln eines KiistaUs mit einer Fliissigkeit und insbesondere auf eine Vorrichtung und ein Ver- 
febren zum Einbriogen von liganden md/odet Inhibitoren in eine Proteinkristallstruktur. 

25 

In der Ptoteinkristallographie kommt es haufig vor, daB vor det kfistallographischen Messxing 
Liganden oder Inhibitoren in eine Ptoteinstaiktut bzw^ einen Proteinkristall eingebracht wet- 
den sollen. Ziel ist es dabei, die kristallogtaphische Struktut eines Ptoteins ohne und mit li- 
gand oder Inhibitor zu vergleichen und die raximliche Anordnung des Liganden oder Ptoteins 

30 zu emiitteln. Liganden konnen hietbei alle an eiae Protein oder Polypeptid bindenden Mole- 
kiile oder Substanzen sein, die bspw. inhibitorische Wirkung oder auch agonistische Whrkung 
auf die Funktion des Proteins haben konnen. Ggf. konnen Liganden organisch-chemische 
Molekiile sein oder auch (modifizierte) Antikorper oder Antikorperfiragmente, native Bin- 
dungspartner oder Fragmente, modifiziert, vom kristallisierten Protem. Weiterhin werden 

35 regelmaCig auch Schwermetallatom-Derivate in der Ktistallographie benotigt, um die entspre- 
chende Phasenioformationen zu erhalten. Ein Ligand LS. der vodiegenden Erfindung kann 
daher auch ein an das kristallisierte Protein bindendes Schwermetaliatom(sal2) 
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Ein im Stand det Technik bekanntes Verfahren zum Einbtingeii von liganden, bspw. Inhibi- 
toren, ist das sogenannte „Soaking" mit einem Puffer, der aus der Ktistallisatipnslositag sowie 
dem Liganden besteht Falls ein in den KristaU 2u „soakendet" ligand schlecht oder nur 
5 schwedoslich sind, konnen dem Puffet zur Erhohung deir Loslichkeit desselben weitere Sub- 
stanzen als Loslichkeitsvetbesseter zugesetzt werden. Beispielsweise kann es sich xim L6- 
sungsmittel wie DMSO (Dimethylsulfoxid), TFE, Ethanol, 2-Nitropropan oder andere orga- 
nische Losungsmittel, insbesondere chlorierte Losxingsmittel, ggf. auch Emiilgatoren handeln. 

10 Das „Soaking"-Verfahren besitzt verschiedene Nachteile. So besteht ein Nachteil dadn, daB 
die Kristalle beim „Soaking" einer anderen Umgebvmg ausgesetzt werden miissen, wodurch 
der KristaU Schaden edeiden kann, dh. insbesondere, dass die Mikrostruktur des Kristalls 
nach dem „Soaking" UnregelmaBigkeiten aufweist, die das DifEcakrionsvermogen des Kris- 
talls beeintrachtigen* SoUen z.B. schwerlosKche Tnhibitoren oder Liganden in die Proteinkris- 

15 tallstruktur eingebracht werden, so benotdgt man sehr hohe Konzentrationen an Losxangsmit- 
tel. Gerade hohe Losungsmittelkonzentrationen fiihren aber haufig zur Zerstorung der firagi- 
len ProteinkristaJle, wie zuvor erwahnt 

Daraber hinaus besteht ein weiterer Nachteil des herkdmmlichen „Soaking'Werfahrens in 
20 dem hohen Zeitaufwand des Verfahrens. Dieser ist zum einen durch die unter Umstanden 
zahlreichen (tepetitiven) „Soaking"-Pro2esse bedingt, die, ggf. vmter Veranderung der Kon- 
zentrationsverhaltnisse des zu „soakenden" Liganden durchlaufen werden miissen, um iiber- 
haupt eine geeignete, die Liganden oder Inhibitoren enthaltende, also komplexiette Protein- 
kristallstruktur (Cokristall) zu erhalten, und zxim anderen dadurch, daiJ bereits ein einzelner 
25 Soaking-Prozefi bereits sehr zeitaufwendig sein kann, da bspw. die Diffusionskinetik beachtet 
werden muBi 

Ein weiterer Nachteil des „Soaking"'Verfahrens besteht darin, daB rontgenkristaflographische 
Untersuchimgen oder Untersuchungen des Proteinkristalls mit Synchrotronsttahlung wah- 
30 rend des „Soaking"-Verfahrens technisch nicht moglich sind. 
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Die Aufgabe der Erfindung besteht nun darin, eine Vorrichtung und ein Verfakten zm Be- 
handlung dnes Kristalls mit einer Substanz zu schaffen, die im Vergleich zu bisherigen Vor- 
richtungen und Vetfahten unter anderem eine schonendere Behandlxmg von KristaUen und 
insbesondere Proteinkristallen und die einfachere und/oder efSzientere Herstellung von 
5 komplexierten Kristollen und insbesondere Ptoteinkristallen sowie die einfache Hetstellung 
von bishet nur schwer odet ubethaupt nicht hetstellbaten komplexierten Ktistallen und ins- 
besondere Proteinkristallen erlauben. 

Diese Aufgabe wicd dutch eine Vorrichtung zum Behandein eines Kristalls mit einer Fliissig- 
10 keit mit einer Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem Mikrodosiersystem gelost, 
das im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet ist, daB damit Mikro-Tropfen einer Fliissig- 
keit, die bspw. Losungsmittel imd mindestens einen ligandentyp aufweist, auf den in der Hal- 
terung befestigten Kdstall aufgebracht werden konnea. 

15 Durch das Auftropfen von Mikro-Tropfen mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung laBt sich 
eine wesentlich schonendere Behandlung von Kristallen und insbesondere Proteinkristalleii 
mit bestimmten aufzubringenden Substanzen, die in einer Losimg enthalten sind, erreichen. 
Diese Substanzen konnen bei Proteinkristallen Liganden, bspw. Inhibitoren, Substrate oder 
Reaktanden, sein. Bei den liganden wird es sich bei Proteinkristallen typischerweise urn Ago- 

20 nisten, Substrate oder Antegonisten der kristallisierten Proteine handeln. Weiterhin wird er- 
findungsgemaB erstmals ein System zur Verfugung gestellt, das es erlaubt, einen Kristall, ins- 
besondere einen Proteinkristall, imabhangig von der Umgebung in einer Mutterlosung, wie in 
alien Experimenten nach dem Stand der Technik, mit einem Liganden zu komplexieren. Auf 
diese erfindungsgemaBe Weise konnen Proteinkristalle auch in solchen Fallen, die mit den 

25 Verfahren nach dem Stand der Technik nicht mit Liganden komplexierbar sind, dennoch eine 
Komplexbildung eingehen. Die Ursache fiir die Uberlegenheit des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens, das einen firei montierten Kristall und die Bereitstellung eines Mikro(Piko)tropfens 
durch Verwendung einer entsprechenden Vorrichtung voraussetzt, ist die Verschiebung des 
Gleichgewichts der Reaktion zwischen Ligand und kristallisiertem Protein zum komplexierten 

30 Protein. Dies wiederum hangt mit der Reduktion der apparenten Dissoziationskonstante K^ 
zusammen, da die Konzentration der freien Komponenten durch die Isolation der Protein- 
kristalls von der den Kristall (nach dem Stand der Technik) umgebenden Mutterlauge erheb- 
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Kch eingeschrankt ist. Diese Reduktion der erlaubt es auch dann Komplexe zu erhalten, 
wenn die Bindimgskonstante des liganden an das kristallisierte Ptotein eigentlidi geting ist 
oder dtt ligand nm schwach loslich ist und daher Verfahren nach dem Stand der Technik 
(Ktistall in Muttedosiing) keine oder nur eine geringfiigige Komplexierung (die fur tont- 
5 genkristallographische Folgeexperimente nicht ausreichend ist) etgeben. 

Daniber hinaus ist es von erheblicher Bedeutung, bei der Komplexbildung nicht nm die er- 
findungsgemafi vorteilhafte Verschiebung des Gleichgewichts der Komplexierungsreaktioa zu 
betrachten, sondem auch die dutch das erfindnngsgemafie System rait frei montiertem Kxis- 

10 tall vorteilhafte Kinetik der Komplexbildung, insbesondere bei schwach loslichen Liganden. 
Der erfindungsgemafi firei montierte Kristall (ohne die Umgebung einer Muttedosung) hat 
eine groBere Stabilitat als der in der Muttedosung nach dem Stand der Technik „gesoakte" 
Proteinkristall. Diese groBere Stabilitat kann genutzt werden, um bspw. die Komplexierung 
des Liganden, mit dem besonders bevorziigten Ziel mindestens 90%iger, vorzugsweise min- 

15 destens 95%iger AbsattLgung der im Kristall fiir den Liganden enthaltenen Biadungsplatze, 
durch die Verwendung von Verfahren zu erzwingen, denen eia Proteiakristall im Falle des 
„Soakings" oder der KokristaDisation nach dem Stand der Technik nicht zuganghch waren. 
Insbesondere vorteilhaft in diesem kinetischen Zusammenhang ist die Verwendung von auf 
Temperaturen oberhalb von 20°C erwarmter Ligandenlosung, die als Pikotropfen auf den frei 

20 montierten Kristall aufgetragen wird. Diese Erwarmung kann bspw. mindestens 30°C, vor- 
zugsweise mindestens 40®C, noch starker bevorzugt mindestens 50°C betragen. Auch eine 
Erwarmung bis zu 75°C ist moglich. Daniber hinaus oder in Kombination mit der Erwar- 
mung der Ligandenlosimg kann diese auf den Kristall, bspw. direkt aufgespdtzte, als Pi- 
kotropfen aufgetragene Ligandenlosung auch organische Losungsmittel enthalten oder aus 

25 diesen bestehen. Sofem das organische Losungsmittel mit Wasser loslich ist (bspw. DMSO 
oder TFE) kann dieses zu mindestens 20 Vol-%, vorzugsweise zu mindestens 40 VoL-% und 
noch starker bevorzugt zu mindestens 50 VoL-% in einem Wasser/organisches Losungsmit- 
tel-Gemisch enthalten sein. Auch kann der Ligand ki einem reinen organischen Losungsroittel 
oder in einem Gemisch verschiedener organischer Losungsmittel gelost und als Mikrotropfen 

30 auf den fed montierten Kristall (sie hierzu im folgenden) aufgetragen werden. Der Einsatz 
organischer Losungsmittel, der wiederum nur dmch die erfindxmgsgemaBe Verwendimg eines 
fed montierten Kristalls und eines Mikrotropfens moglich wird, ist insbesondere dann bevor- 
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zugt, wenn die liganden in wasstiger Losung nut schwer oder unloslich sind. SchlieBlich kann 
det firei montierte Kristall auch einem Verdampferstrom ausgesetzt sein, wobei liber einen 
Vetdampfer organisches Losungsmittel odet ein organische Losungsmittdgemisch verdampft 
wird. Auf diese Weise wird das organische Losxjngsmittel, bspw, DMSO oder Chlorkohlen- 
5 wasserstoff, auf/im Kristall angerdchert ymd dadurch die Loslichkeit des in Wasser schwer 
loslichen Liganden erhoht 

GemaB einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung ist bei der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung zum Behandeln eines Kristalls mit mindestens einer Substanz die Kristallhalterung so 
10 ausgebildet, daB durch die Haltenmg ein Gasstrom gefiihrt werden kann, der auf den in der 
Halterung befestdgten Kristall gerichtet ist Dadurch kann der Kristall wahrend der Behand- 
lung durch die Mikro-Tropfen in einer definierten Umgebung gehalten werden. 

Falls es sich bei dem Kristall um einen Proteifikristoll handelt xmd die Substanz in der aufeu- 
15 tropfenden Fliissigkeit aus gelosten Liganden, bspw. Inhibitoren, besteht, die in die Kristall- 
struktur des Proteinkristalls eingebracht werden sollen, so kann dem Gasstrom auch gemaC 
einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform ein Losungsvermitder (s. obige Ausfuhrungen) 
beigemisdit werden, der insbesondere bei schwerloslichen Liganden die Diffusion durch den 
Proteinkristall bzw. die Bindung an die kristeUisierten Proteine wesendich edeichtem kann. 

20 

Es ist femer besonders vorteilhaft, daB die erfindungsgemaBe Vorrichtung auch auf einem 
Goniometerkopf im Rontgenstrahl oder in einem Synchrotron befestigt werden kann, so daB 
der zeitliche Ablauf der Veranderung der kristallisierten Proteinstruktur, z,B, infolge der Li- 
gandenbindung wahrend des Auftropfens der Mikro-Tropfen, im MeBgerat beobachtet wer- 
25 den kann. 

Die Aufgabe der Erfindung wird femer durch ein Verfahren !zum Behandeln eines Kristalls 
mit einer Flussigkeit gelost, bei dem der Kristall befestigt wird imd bei dem dann Mikro- 
Tropfen der Hiissigkeit, enthaltend eine Losung und mindestens Liganden einer Art, auf den 
3 0 Kristall aufgebracht werden. 
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Weitere votteilhafte Ausfiihnmgen der erfindungsgemaCen Vomclituag iind des erfindxmgs- 
gemaBen Verfahrens ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen. 

Bevorzugte Ausfiihrungsfotmen der vorliegenden Erfindung werden nachfolgend unter Be- 
5 25ug auf die beiliegende Zeichnung nahet edautert. Es zeigen 

Fig. 1 eine teilweise itn Schnitt dargestellte Ansicht einer Ausfiihrungsform einer erfin- 
dxingsgemaBen Vorrichtung zxitn Behandeln eines Kristalls mit einer Losung, 

10 Fig. 2 ein Gehause eines Steuergerats zur Steuerung eines bei einer Ausfiihrungsform der 
erfindungsgemaBen Vordchtung verwendeten Mikrodosiersystems, 

Fig. 3 zeigt ein Flussigkeitszufuhrsystem fiir ein Mikrodosiersystem, das bei einer Ausfiih- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung verwendet werden kann. 

15 

Die Erfindung witd im folgenden am Beispiel der Behandlung von Proteinkristallen beschrie- 
ben, sie kann aber auch in analoger Weise bei der Behandlung von anderen Kristallen einge- 
setzt werden. 

20 Fig. 1 zeigt eine erste Ausfiihrungsform einer erfindimgsgemaBen Vorrichtung zum Behan- 
deln eines Kristalls. Dabei ist links in der Fig. 1 eine Halterung 1 dargestellt, die dazu dient, 
einen Proteinkristall 2 zu befestigen. Die in der Fig. 1 dargestellte Halterung, die in ihrer gene- 
rischen Art auch als „fi:ee moxmting system" (firei montiert) bezeichnet wird, ist bereits aus 
dem Stand det Technik bekannt und z.B. in der Deutschen Patentschrift DE 198 42 797 CI 

25 beschrieben worden. Diese Dmckschrift wird insoweit voUumSnglich in die Offenbarung der 
vorliegenden Anmeldung einbezogen. Im Sinne der vorliegenden Anmeldung ist ein firei 
montierter KristaU ein Kristall, der sich nicht in einer Flxissigkeit befindet, wie es etwa nach 
dem im Stand der Technik bekannten „Soaking" iiblich ist. 

30 Die Halterung 1, die in der Fig. 1 in einer Schnittansicht von der Sdte dargestellt ist, besteht 
im wesentlichen aus einem Tragerblock 3, der ein einschiebbares Einsatzteil 4 aufweist, das in 
eine Offiiung des Tragerblocks 3 eingeschoberi werden kann. Am Einsatzteil ist eine Halte- 



7 

kapillare 5 angebracht, an deren frdem Auflageende der Proteinktistall 2 gehalten wkd. Die 
Haltekapilkte besteht vorzugsweise aus einer Miktopipette, in der uber eine in det Fig. 1 
nicht dafgestellte und mit dem andeten Ende der Miktopipette verbundene Pmnpvomchtung 
ein Unterdruck etzeugt witd, det dazu dient, den Ptoteinkfistall 2 an dem fireien Auflageende 
5 zu halten. Das linke Ende 8 des Einsatzteils ist so ausgebildet, daB daran die Haltetung 1 an 
einem Goniometetkopf einer Ronlgen- oder Synchrottonbestrahltingsanlage befestigt werden 
kann. 

In einer Rontgen- oder Synchrotronbestrahlungsanlage kann die Beugung von Rontgenstrah- 
10 len beim Durchgang durch das Kristallgitter des Proteinkristalls ausgenutzt werden, um aus 
dem Beugungsbild au£ die raumliche Anordnung der Atome und Molekiile in dem kristalli- 
sierten Protein zu schHeBen bzw. die Struktur durch mathematische Operationen zu errech- 
nen. Die erforderiichen Rontgenstrahlen koonen z.B. durch BeschuB von Kupfer oder ande- 
ren Materialien mit Elektronen erzeugt werden (bspw. CuKa-Strahlxing). Altemativ kann die 
15 Rontgenstrahlung auch in einem Synchrotron, d.h. einem Teilchenbeschleuniger, erzeugt 
werden, bei dem die Ron^enstrahlung von auf Kreisbahnen beschleimigten Elektronen emit- 
tiett wird. Das Synchrotron besitzt trotz des groBeren apparativen Aufwands eine Reihe von 
Vorteilen gegeniiber der herkommlichen Erzeugung von Rontgenstrahlung durch Elektro- 
nenbeschuB von Metallen. So besitzen die durch Synchrotrone erzeugten Rontgenstrahlen 
20 eine hohere Intensitat und konnen in verschiedenen Wellenlangen gewahlt werden. Auch 
besteht auf diese Weise die Moglichkeit, „wei6es" Rontgenlicht einzusetzen und damit den 
Kristall mit Rontgenblitzen, die Rontgenstrahlen aller Wellenlangen aufweisen, zu beschieBen. 
Dariiber hinaus lassen sich die Messungen mit dem Synchrotron wesentlich schneller als mit 
herkommKchen Rontgenbestrahlungsanlagen dutchfiihren. 

25 

In die Halterung 1 ist femer ein Gaskanal 6 integriert, dessen Mundimgsende 7 auf das freie 
Auflageende der HaltekapiUare 5 gerichtet ist, an dem der Proteinkristall 2 befestigt ist Dabei 
wird der am Auflageende angebrachte Proteinkristall 2 vollstandig vom Gasstrom aus dem 
Gaskanal 6 umschlossen, so daB eine deiBnierte Gasatmosphare um den Proteinkristall herum 
30 erzeugt werden kann, Der Gaskanal 6 ist an seinem in der Fig. 1 als offen dargestellten Ende 
mit einem Gaserzeugungsmittel und einem Gasmischmittel verbvinden, mit dem die Zusam- 
mensetzung des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. Falls das um den Proteinkristall 
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herum befindliche Gas Luft ist, kann das Gasmischmittel z.B. dazu dienen, die Luflfeuchtig- 
keit auf einen vorherbestinimtea optimalen Wert einzuregeki. Es kann datiibet hinaus auch 
ein Temperatureinstellinittel vorgesehen sein, mit dem die Tempeiatur des Gassttoms games- 
sen und auf einen bestimmten vorgebbaren Wert eingetegelt werden kann. Auch konnen an- 
5 dete gasformige Substanzen dem Gasstxom beigemischt werden, so dass bspw. der Stickstoff- 
oder Sauerstoffgehalt der Luft modifiziert, bspw. erhoht, werden kann. 

In der Deutschen Patentanmeldung Nr. 10232172.8-52 mit dem Titel „Vorrichtung und Ver- 
fahren zur Erzeugung einer definierten Umgebung fur partikelformige Proben" ist bereits 
1 0 eine Vorrichtung und ein Verfahren besdmeben, mit dem sich eine hochgenaue und langzeit- 
. stabile Feuchteeinstellung eines durch die oben beschriebene Halterung gefiihrten feuchten 
Gasstroms am Ort des partikelformigen Kristalls erreichen lafit Diese Drucksckrift wird da- 
her insoweit ebenfalls vollumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden Amneldung ein- 
bezogen. 

15 

tiber dem Kristall ist ein Mikroskop mit Videosystem 10 angebracht, mit dem der Proteia- 
kristall wahrend der Behandlung mit der Substanz beobachtet werden kann. Ggf. kann infolge 
der Beobachtung iiber das Videosystem der Behandlimgsmodus modifiziert oder auch die 
Behandlung eingestellt werden. 

20 

Die in der Fig. 1 dargestellte erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Behandeki eines Kristalls 
mit einer Substanz umfaBt dariiber hinaus ein Mikrodosiersystem 11, das rechts in der Fig. 1 
in einer Seitenansicht im Schnitt dargestelltist 

25 Das Mikrodosiersystem 11 umfaiit eine sogenannte Piezopipette 12, die in eiaem Stativ 15 
gehalten wird und so auf den Proteinfcdstall 2 ausgerichtet ist, daB dieser mittels der Piezopi- 
pette mit Tropfen beschossen werden kann. Die Piezopipette ist in der Fig. 1 aus Griinden 
der Anschaulichkeit in einem vergroBerten MaJBstab im Verhaltnis zur Halterung 1 dargestellt 
Die Piezopipette ist so angeordnet, daB die Spitze der Piezopipette ednen Abstand von typi- 

30 scherweise 3 mm zu dem Proteinkristall aufweist Vorzugsweise liegt dieser Abstand in einem 
Bereich von 1-5 mm, kaim jedoch unter besonderen Umstanden auch groBer oder kleiner 
gewaMt werden. 



Die Pie2opipette 12 besteht aus einer Glaskapillare 13, die z.B. aus Borosilicatglas bestehen 
kann. Die Dxirchmesser der Offciung der GlaskapiUate ist einer det Faktoren, die die GroBe 
det von det Piezopipette abgegebenen Mkto-Tropfen beeinflussen und kann z.B. in einem 
Beteich zwischen 5 und 50 Miktometer liegen. Die Glaskapillare 13 ist von einem piezodekt- 
rischen Element 14 umschlossen, das aus einem Material besteht, das einen piezoelektrischen 
Effekt zeigt. Es kann sich bei diesem Material z.B. um einen Piezokristall handeln. Das piezo- 
elektrische Element 14 ist dariiber hinaus iiber zwei Kabel 16 mit einem Steuergerat 17 elekt- 
risch verbunden, mit dem eine Spannung an das piezoelekttische Element 14 angelegt werden 
kann. Wird ein Spannungspuls durch das Steuergerat 17 an das piezoelekttische Element 14 
angelegt, so wird das piezoelekttische Element 14 und mit diesem auch die Glaskapillare 13 
konttahiert und ein Tropfen aus der Offiaung der Piezopipette herausgeschossen. tJber das 
Steuergerat 17 konnen unterschiedlich geformte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt 
werden konnen, deren Formen die Form und GroBe der Mikro-Tropfen und deren Frequenz 
die Frequenz der Mikro-Tropfen beeinflussen. 

In der Fig. 2 ist ein Gehause eines moglichen Steuergerats zut Steuerung der Piezopipette 
dargestellt, wobei die einzehien Steuerungsmoglichkdten anhand der in der Fig. 2 dargestell- 
ten Schalter und Steuerdemente des Steueigerats edautert werden soUen. Das Steuergerat 
wdst zunachst drei verschiedene LCD-Anzdgen 20, 21 und 22 auf. Auf der ersten LCD- 
Anzeige 20 wird der aktuelle Wert fur den Spannungspegel der Impulsausgangsspannung fur 
das Piezopipettensteuersignal angezeigt Dieser Wert laBt sich iiber einen Drehregler 23 vari- 
abd einstellen, Auch die Impulswdte des Pipettenansteuersignals, die auf der zweiten LCD- 
Anzeige 21 in Miktosekunden angezdgt wird, laBt sich mittels eines zweiten Drehreglers 24 
einstellen. SchlieBlich ist ein dritter Drehregler 25 vorgesehen, um die Frequenz der an die 
Piezopipette angelegten Spannvmgsimpuke dnzustellen, die auf der dritten LCD-Anzeige 22 
angezdgt witd. Diese Frequenz, die bis zu einige kHz betragen kann (z.B. 2 kHz) entspricht 
der Frequenz, mit der die Mikro-Tropfen aus der Piezopipette auf den Kristall geschleudert 
werden. Der Einstellberdch der Frequenz kann z.B. in einem Bereich zwischen 1 Hz und 6 
kHz liegen. Die Hohe der Impulsausgangsspannung imd die Wdte der Spannungsimpulse 
miissen zunachst so eingestdlt werden, daB es iiberhaupt zu einer Tropfenerzeugung mit der 
Piezopipette kommt. Darauf wird die Frequenz gewahlt, die fiir den jeweiligen Kristallbe- 
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handlungsprozeB ideal ist Die Frequenz kann natiirlich auch wahtend.des Kristallbehand- 
lungsprozesses laufend variiert werden. 

Das Steuergerat weist femer zwei Eingange 26 auf, an denen die beiden Verbindungskabel 
5 det Piezopipette angeschlossen werden. Fernet sind ein Netzkabel 27 sowie ein NetzanschluB 
28 zur Sttomversorgung des Steuetgerats vorgeseHen. Uber den weiteren Signaleingang 29 
konnen von andeten elektrischen Geraten vorgegebene Spannungsimpulsfolgen angelegt 
wetden, um die Mikro-Tropfenerzeiigitag auszuldsen und die Mikto-Tropfenfolge und -form 
von auBen zu steuem. Das kann z.B- sinnvoll sein, wenn es ein zentrales Steuergerat gibt, das 
10 sowohl die Tropfenerzex:igung als auch andete Parameter der Kristallbehandlung wie den uber 
die KristaUhalterung zugefuhrten Gasstrom, die Zusammensetzung des Gasstroms (z.B. sei- 
nen Feuchtegehalt), die Temperatur des Gasstroms, eine angeschlossene Rontgenbesttah- 
lungsanlage etc. steuert und die verschiedenen Steuerungsparameter in einer vorherbestimm- 
ten Weise zueinander synchronisiert. 

15 

Der Schalter 30 ist dazu vorgesehen, den Piezopipettenbetrieb ein- und auszuschalten. Uber 
den weiteren Schalter 31 Vqtin zwischen Einzelspannungsimpulsbetrieb und kontinuiedichem 
Spannungsimpulsbetrieb umgeschaltet werden, Ah. zwischen Einzeltropfenerzeugung und 
kontinuieriicher Tropfenerzexigung. Fiir die Einzeltropfenerzeugung kann femer ein Taster 
20 32 vorgesehen sein, iiber den einzelne Spannungsimpulse an die Piezopipette angelegt werden 
konnen, wenn es gewunscht ist, einzelne Tropfen per Handbetrieb auf den Kristall zu schie- 
Ben. 

Der Schalter 33 dient schlieBlich dazu zwischen verschiedenen Impulsformen der an die Pie- 
25 zopipette 12 angelegten Spannungsimpulse variieren zu konnen. In der Schalterstellung A 
kann z.B. ein vorgegebener Standard-Rechteckspannungsimpuls mit vorherbesldmmter Dauer 
und Hohe erzeugt werden, wahrend in der Schalterstellung B ein Rechteckspannungsimpuls 
erzeugt werden kann, dessen Dauer und Hohe variabel eingestellt werden kann. Es ist natik- 
lich bei anderen Ausftihrungen auch denkbar, daB Spannungsimpulse angelegt werden, die 
30 von der Rechteckform abweichen. Die Impulsform der Spannungsimpulse wird nun so ge- 
wahlt, daB eine optimale Tropfenerzeugung in Hinblick auf den zu behandelnden Kristall 
gewahrleistetist 
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Verschiedene GroBen der Mikro-Tropfen, die z3. fur vetschiedene KiistallgiroBen geeignet 
sein koonen, konnen iiber die Vamtion der Spaimirngspulsweiten und Spaimungspxilshohen 
eingestellt warden, die die an die Piezopipette angelegten Spannungen aufweisen. 

5 

Die GlaskapiUare 13 der Piezopipette 12 ist typischerweise fiber eine Zuleitung 18 mit einem 
in der Figur 1 nicht datgestellten VotratsgefaB verbunden, das die Losung enthalt, die auf den 
Proteinkristall getropft werden soil. Diese Losung enthalt die Substanz oder die Substanzen, 
mit der bzw. denen der Proteinkristall behandelt werden soil. Die Oberkante des Fliissigkeits- 

10 spiegels der sich im Vorratsgefafi befindenden Fliissigkeit soUte dabei etwas hoher als die 
Unterkante der Pipettenduse eingestellt werden. Altemativ dazu kann die Fliissigkeit bei einer 
Ausfaiirungsform ohne VotratsgefaB abet auch direkt iiber die AuslaBoffnung der Piezopi- 
pette in die Piezopipette gesaugt werden, um sie dann spater wieder abgeben zu konnen, Es 
kann auch eine Temperienrorrichtung mn das VorratsgefaB herum angeordnet sein, um die in 

15 dem VorratsgefaB sich befindende Fliissigkeit auf eine gewiinschte Temperatur zu bringen. 
GemaB einer Ausfiihrungsform kann vor dem Aufbringen der Losung auf den KristaU der 
pH-Wert und/oder die lonenstarke (bzw. spezifische Salzkonzenttationen) der Losung ge- 
mafi den im Stand der Technik bekannten Verfiahren aiif einen gewiinschten Wert eingestellt 
werden, 

20 

Unter Mikro-Tropfen im Sinne der vorliegenden Erfindung soUen Tropfen zu verstehen sein, 
deren Volumen kleiner als 1 nl ist, wobei das Volumen der Mikro-Tropfen vorzugsweise zwi- 
schen 1 nl (nanoliter) und 1 pi (picoliter), noch weiter bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi 
und noch starker bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi liegt. Aus diesen GroBen lassen sich iiber 
25 die Voltjmensformel die entsprechenden geeigneten Durchmesser der Tropfen errechnen, 
wenn man naherungsweise davon ausgeht, daB die Tropfen kugelformig sind. Die gewiinschte 
TropfengroBe kann erfindungsgemaB eingestellt werden. 

Die Mikro-Tropfen der auf den KristaU aufizubringenden Fliissigkeit sind dabei vorzxigsweise 
30 kleiner als das Volumen des Kristalls ist Bin typisches Kristallvolumen kann dabei z.B. in 
einer GroBenordnung von 1 nl Hegen. 
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Das Volumen der im speziellen Fall verwendeten Mikto-Tropfen wird in Abhangigkeit votn 
Volumen des Kiistalls gewahlt Dabei bettagen die Volvimen det Miktottopfen weniger als 
50 %, Z.B. 1 bis 20 %, des Kristallvolumens und votzugsweise von 1, starket bevotzugt von 5 
bis 10 % des KristaUvolumens. 

5 

Die Tropfenerzeugung mittels einet Piezopipette ist nur ein Beispiel fik eine Miktodosietvor- 
richtung. Es konnen auch andere Vorrichtungen verwendet wef den, die in det Lage sind, 
Mikto-Tropfen zu etzeugen. 

10 So kann z.B. auch ein Miktodosietsystem verwendet wetden, das eine Kapillare xmd ein in der 
Kapillare angeordnetes Mikroventil umfeBt Dabd vmd die Flussigkeit unter Druck aus einem 
VorratsgefaB auf das Mikroventil geprefit^ das von einem Steuergerat elektrisch innerhalb 
eines kurzen Zeitintervalls geoffiaet und danach meder geschlossen wird, um die Ttopfen zu 
etzeugen. Die Begrenzung der TropfengroBe ergibt sich Her durch die noch steuerbare Off- 

1 5 nungsdauer des Ventils. 

Als Mikrodosiersystem kann bei einer anderen Ausfuhrungsform auch ein Zerstauber dienen. 
Ein Zerstauber hat allerdings gegeniiber den oben beschdebenen Losungen den Nachteil, dafi 
das Ausrichten der Tropfen auf den Kristall schwieriger ist Daher wird vorteilhafter Weise 
20 dem Zersiauber ein Mittd nachgeordnet, das die Orientierung der aus dem Zerstauber erhal- 
tenen Mikro-Tropfen auf den Kristall sicherstellt 

Es ist gemaB einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung auch 
denkbar, daB die Mikrodosier-Vorrichtung aus eiaem „Loop", bspw, einer Schlaufe, besteht, 
25 mit dem einzelne Tropfen (oder nur ein Tropfen) auf den K ri stall durch bspw. Abschiitteln 
oder Abtropfenlassen von dem „Loop" aufgebracht werden. Es muB allerdings bei dieser 
Losung der erfindungsgemaBen Aufgabe sichergestellt sein, daB die aufgebrachten Tropfen- 
volumina Uein genug fiir die Proteinkristalle (im Sinn der voranstehend offenbarten Volu- 
menverhaltnisse von Kristall zu Tropfen) sind. 

30 

Auch alle weiteren technischen Moglichkeiten, Mikro-Tropfen entsprechender GroBe zu er- 
zeugen, sind Losungen im Sinne der vodiegenden Erfindung, 



I 
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Um die Frequenz der Auftaragung der Mikrotropfen auf den Ktistall vatiieren zu konnen, 
kann zwischen det Vordchtung zut Tropfeaerzeugung und dem Ktistall eine Lochplatte, die 
bspw. mit edner gewissen Frequenz rotiert, angeordnet sein. Da - abhangig von der Vordch- 
tung zur Tropfenerzeugung - die Bereitstellung kleiner Mikrotropfen haujSg eine hohere 
5 Tropfen&equenz erfordetlich macht, kann iiber die Zwischenschaltung einer Lochplatte, die 
nvir jeden 2., 3. oder 4. oder weniger Tropfen auf den Kristall passieren lasst Auch das auf 
den Kristall aufgetragene Volumen gesteuert werden. 

Bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemafJen Verfahrens wird ein Proteinkristall zu- 
10 nachst an dem fireien Auflagenende der Haltekapilkre 2 befestigt, Anstelle der Haltekapillare 
2 kann auch ein sogenannter , Jx>op", also eine Art Schlanfe, verwendet werden, in dem der 
Proteinkristall befestigt ist. Der Proteinkristall ist dabei frd von jeglicher Oberflachenlosung 
und H^tnit zuganglich fiir Losungen, die von aufien direkt mittels des Mikrodosiersystems 
aufgebracht werden konnen. Durch die Halterung 1 wird nun tTpischmreise eine Gasatmo- 
15 sphare um den Proteinkristall 2 herum erzeugt, indem ein Gasstrom definierter Zusammen- 
setzung xHid Temperatur durch den Gaskanal 6 der Halterung 1 gefuhrt wird. Bei dem be- 
schriebenen Verfahren wird es sich typischerweise um einen Luftstrom, ggf. \mter Beimi- 
schung anderer gasformiger Substanzen, mit einem geregelten Feuchtigkeitsgehalt (d.h. Was- 
sergehalt) und einer geregelten Temperatur handeln. 

20 

In die Kristallstruktur des Proteinkristalls soli nun ein Inhibitor eingebracht werden, der Be- 
standteil einer Substanz ist, die der Losung zugesetzt wurde, die sich in dem VorratsgefaB 
befindet, das mit der Piezopipette verbunden ist Es hat sich durch Experimente gezeigt, dafi 
lokal auf die Oberflache des Kristalls aufgebrachte Losungen (wie bspw. DMSO) mit hoher 

25 Inhibitor-Konzentration den Kristall in der Kegel nicht schadigen. Nun werden durch das 
Steuergerat 17 dektrische Spannnngspulse an die Piezopipette 12 angelegt xmd Mikro- 
Tropfen mit der Inhibitor-Losung auf den Proteinkristall 2 geschleudert Dmch das Aufsprit- 
zen dnzelner Mikro-Tropfen bleibt der den Proteinkristall imisttomende Gasstrom praktisch 
unbeeinfluBt, so daB der Proteinkristall in seiner stabilen definierten Umgebung verbleibt Die 

30 Erhaltung einer stabilen Umgebung ist insbesondere fur die relativ instabilen Proteinkristalle, 
die durch geringe Gitterkrafte zusammengehalten werden, wichtig, damit die Kristalle nicht 
zerstort werden, bevor sie z.B. einer rontgenkristallographischen Untersuchung unterzogen 
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werden. Die Feuchtigkeit des den Kristall uingebenden Luftsttoms kann nun im Zusammen- 
spiel tnit der GroBe und Frequenz det iiber die Mikrodosier^romchtxing auf den Proteinktis- 
taU aufgebrachten Tropfen so eingestellt werden, daB det KristeU moglichst sein Volmnen nuf 
wenig andett, indem ein Gleichgewicht 2wischen Abdampfen von Fliissigkeit vom Kristall 
und Zuwachs an Hiissigkeit dutch Aufttopfen von Fliissigkeit mittels der Miktodosiervor- 
richtung etteicht witd. Dadurch witd der Kristall nut minima l belastet und es kann ein scho- 
nendes Einbringen des/ det liganden iiber die lokal aufgettagenen Miktotropfen erreicht wer- 
den, Dieser Vorgang der Einstellung der optimalen Luftfeuchtigkeit bzw. der optimalen 
Auftropffrequenz dutch die Mikrodosiervorrichtung kann iiber ein Regelelement automatisch 
geregelt werden, daB entsprechende Anderungen der Feuchtigkeit des Luftsttoms und/oder 
der Auftropffrequenz vomimmt, wenn sich das gemessene Volumen des Kristalls andert Ziel 
ist es dabei, das Volumen des Kristalls moglichst konstant zu halten, d.h, das Volumen typi- 
scherweise um nicht mehr als 40%, bevorzugt nicht mehr als 20%, besonders bevorzugt nicht 
mehr als 10% vom Ausgangsvolumen abweicht Die Volumensanderung kann dabei iiber eine 
Flachenprojektion gemessen werden.. 

Wahrend des Kristallbehandlungsprozesses kann der Kristall gemaB einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung auch mit gepulstem licht bestrahlt werden, z.B. iiber ein Stro- 
boskop, um mittels des Videosystems in regdmaBigen Abstanden eine Vermessung des Vo- 
lumens des Tropfens durchfiihren zu konnen, 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist es auch denkbar, daB der Kristall, 
der sich in dem Gasstrom definierter Zusammensetzung befindet, von einer Losxing umgeben 
ist, so daB die dutch die Mikrodosiervorrichtung aufgebrachten Tropfen nicht direkt auf den 
K ristal l, sondem in die den Kristall umgebende Losung gegeben werden. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung bzw. das erfindungsgemaBe Verfahren erwdsen sich auch 
dann besonders vorteilhaft, wenn liganden, bspw. Inhibitoren oder andere Stoffe, in einen 
Kristall eingebracht werden sollen, die selbst in einer waBrigen Los\mg nur schwer zu losen 
sind. Tatsachlich erweist sich eine Reihe von Liganden als in waBrigen Systemen ausgespro- 
chen schwer loslich, so daB mit dem in der Beschreibungseinleitung beschriebenen klassi- 
schen „Soaking"-Verfahren diese Liganden/Inhibitoren nicht in den Kristall eingebracht 
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wetden konnen, da die Konzentration der Liganden/Inhibitoren in der waBrigen Losung 2u 
germg ist. Witd nun mittels des Miktodosiersystems eine waBiige Losung, in der diese Ligan- 
den und/oder Inhibitoien gelost sind, auf den Kristall aufgettopft, so verdunstet das Wasser 
nach jedem Auftropfen voflstandig, wahrend der ligand auf bzw. im Ktistall vetbleibt. Durch 
5 wiederholte Auftropfzyklen konnen so gtoBere Mengen des (schwer loslichen) liganden auf 
den Kristall au%ebracht wetden. Det ligand akkumuliett sich so allmahlich auf bzw. im Kris- 
tall, bis eine austeichende Menge des Liganden in den Kristall eingebracht ist und eine zufrie- 
denstellende Ligand-ProteiQ-Komplexbildung (also die Besetzung des Kristalls an den Bin- 
dungsstellen der kristallisierten Proteine ausreichend ist, eine Elektronendichte fiir den Ligan- 
1 0 den 2u besttmmen) erreicht ist 

Der Vorteil bei diesem Verfahren liegt auch darin, da6 die Protetnkristalle nicht mit einem 
weiteren Losxmgsmittel versetzt werden miissen und so die Behandlung der empfindlichen 
Kristalle schonender wird. AuBerdem besteht derart nicht die Gefahr, daB der Ligand auf- 

15 grund seiner geringen LosKchkeit auf dem Kristall bzw. in den Losungsmittelkanalen prazipi- 
tiert. Bei diesem Verfahren kann die Menge an durch das Mikrodosiersystem aufzutropfender 
Losung durch die Konzentration der Losung sowie einer Abschatzung der Molaritat des Pro- 
teins im Kristall berechnet werden. Ein weiteret Vorteil des Verfahrens besteht darin, daB 
man mit Wasser als dem einzigen Ldsungsmittel fiir den Liganden im Vergleich zu anderen 

20 Losungsmitteln oder Fliissigkeiten besonders Meine TtopfengroBen erzielen kann, was insbe- 
sondere bei kleinen Proteiokristallen wichtig ist, da erfindungsgemaB die TropfengroBe klei- 
ner als die GtoBe des Kristalls sein sollte. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einem Substrat kann 
25 auch in eine Rontgenbestrahlvmgsanlage oder Synchrotronbestrahlungsanlage integriert sein, 
so daB es moglich witd, wahrend der Behandlung des Proteinkristalls mit der Substanz Beu- 
gungsbilder des Kristalls aufzunehmen und so den BehandlungsprozeB, d.h. die sukzessive 
Besetzung der Bindungsstellen des Kristalls, „online" zu beobachten. Hierzu kann die Halte- 
rung 1 Z.B. an einem Goniometer einer Rontgen- oder Synchrotron-Besttahlungsanlage be- 
30 festigt werden. Der Ptoteinkristall kann vot der rontgenkristallographischen Untersuchung 
auch eingefroren werden, was in der Regel unter Verwendung von flussigem Stickstoff erfolgt 
(sogenannte Cryo-Kristallographie). Hierdurch werden bei rontgenkristallogtaphischen Un- 
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tetsuchungen die Intensitaten der Reflexe des Beugungsbildes etmittelt imd schlieBlich xinter 
Verwendung der Phaseninformatioa, 2.B. aus isomorpher Ersetzung odet MAD („miiltiple 
anomalous scattering"), die Elektionendichte der Struktur ermittelt werden. 

5 Selbstvrerstandlich konnen auch andere physikalische, insbesondere spektroskopische, Mes- 
sungen mit Hilfe der erfindungsgemafien Vorrichtxmg an dem Kristall durchgefuhrt werden. 
So kann die erfindvmgsgemaBe Vorrichtung z.B. auch mit einer Anlage zur Aufiaahme einer 
Absorptionsspektrums kombiniert werden, um das Absorptionsspektrum des Kristalls aufzu- 
nehmen. 

10 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung kann auch oder nur dem 
durch die Halterung 1 gefiihrten Gasstrom ein Losungsvermittler beigefugt werden, der sich 
fur die in den Proteinkristall eiazubringende Substanz eignet, also 2.B. ein Losungsvermitder 
fik einen schwedoslichen liganden. Hierzu kann zusatzKch ein Verdampfer vorgesehen sein, 

15 um den Losungsvermitder vor der Einleitung in den Gaskanai 9 der Halterung 1 zu verdamp- 
fen. Auch kaim eine Vorrichtung vorgesehen sein, die dazu dient, die Konzentration des L6- 
sungsvermittlers im Gasstrom variabel einzustellen und den erforderlichen Bedingungen an- 
zupassen. So laBt sich eine im Gegensatz zum klassischen ,jSozkmg*'-7toze& sehr schonende 
Zufuhr von Losungsvermitder zu dm Proteinkristall etreichen. Wahrend der Zufuhr des den 

20 Losxmgsvermitder enthaltenden Gasstroms kann dann liber die Piezopipette die Ligandenlo- 
sung auf den Proteinkristall in Mikro-Tropfenform aufgebracht werden. Insgesamt ergibt sich 
also erfindungsgemaC die Moglichkeit nur der als Mikrottopfen aufeubringenden Ligandenlo- 
sung Losungsvermitder oder nut dem zugefuhrten Gasstrom beizumischen . Ggf. konnen 
beide Altemativen auch kombimert werden, so dass sowohl im Mikrotropfen als auch im 

25 Gasstrom der Losimgsmittelvermittler (gleich oder verschieden) zugesetzt werden. 

Auf erfindungsgemaBe Weise lassen sich damit Liganden an den Kristall binden, die toit klas- 
sischen „Soaking"-Prozessen nicht gebunden werden konnen. Zudem ist ein solches erfin- 
dungsgemafies Verfahren im Vergleich zu bisherigen „Soaking"-Prozessen mit geringerem 
Zeitaufwand verbxmden, da wegen der schonenderen Kristallbehandlung weniger Versuche 

30 untemommen werden mussen, um die Kristallbehandlung erfolgreich zum AbschluB zu brin- 
gen. 
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Die erfindungsgemaBe Vomchtung sowie das erfindungsgemaBe Verfahren eignen sich abet 
nicht nut zmn Einbtingen von Liganden in Proteinkdstalle. Es konnen auch cine Reihe von 
anderen Behandlungsmethoden mit anderen Losxmgen an ProtemJmstallen auf die erfin- 
dxmgsgemaBe Art durchgefuhrt werden. 

Auch kann die fiber die Mikro-Tropfen mittds des Mikrodosiersystems aufgebrachte Losung 
mehrere verschiedene Substanzen enlhalten, mit denen der Kristall behandelt werden soli. Es 
kann sich dabei zum Beispiel um mehrere Liganden, bspum w. mehrere Substrate oder um 
ein Substrat und mxi einen katalytisch wirkenden Liganden, handeln, die in einer Losung ge- 
lost sind, die mittels einer Piezopipette auf den Kristall aufgebracht werden soil 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsfotm kann die Piezopipette auch mit einem speziellen 
Fliissigkeitzufuhrsystem versehen sein, mit detn es moglich ist, die Zufuhr verschiedener 
Fliissigkeiten in die Piezopipette zeitlich in gewiinschter Weise zu steuetn. In der Fig. 3 ist ein 
solches Fliissigkeitszufuhrsystem darsteUt Das in der Fig. 3 datgestellte Fliissigkeitszufuhrsys- 
tem mnfaBt eine Prazisionsspritze 40, die aus einem Zylinder 41 besteht, in dem ein iiber ei- 
nen (in der Fig. 3 nicht dargestellten) Motor angetriebener Kolben 42 hin- und herlaufen 
kann. Wenn der Kolben nach unten laufi^ konnen verschiedene Fliissigkeiten aus den Fliis- 
sigkeitsbehaltem 43, 44, 45 oder 46 in den Zylinder gesaugt werden, wenn eines der entspre- 
chenden elektrisch ansteuerbaren Ventile 47, 48, 49 bzw, 50 geoffiiet wird und zusatzlich das 
vor dem Zylinder liegende elektrisch steuerbare Ventil 51 ge6£6aet wird. Wird das Ventfl 51 
dann wieder geschlossen, das am AuslaB des Zylinders liegende elektrisch steuerbare Ventil 
52 geofiEaet und der Kolben 42 nach oben getrieben, so kann die angesaugte Fliissigkeit iiber 
die zur Piezopipette fuhrende Fliissigkeitszufuhrleitung 53 zur Piezopipette gefuhrt werden, 
um dann schliefihch in Tropfenform auf den Kristall gegeben werden zu konnen. 

Die Behalter 45 und 46 konnen z.B, zwei verschiedene Losungen mit verschiedenen Liganden 
enthalten, die mit dem Protein des zu betropfenden Kristall einen Komplex bilden soUen. Die 
Behandlung des Kristalls kann dabei z.B. so erfolgen, daB zunachst die Losung 1 aus dem 
Behalter 45 und danach die Losung 2 aus dem Behater 46 auf den Kristall aufgetropft wird. 
Zwischen den beiden Losungen kann eine Reinigungslosung durch die Leitungen gespult 
werden, die sich in dem Behalter 44 befindet Der weitere Behalter 47 dient als Abfallbehalter, 
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mn Fliissigkeitsmengen aufizunehmen, die nicht mehr benotigt werden und aus dem Zufuhr- 
system entfemt werden mussen. Durch geeignete zeitliche Ansteuenmg det Ventile 47 - 52 
und des Kolbens 42 konnen nun det Piezopipette die gewiinschten Losxmgen in der ge- 
wiinschten Menge zugefiihrt werden. 

Ein weitetes Beispiel zut Anwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens ist das sogenann- 
te ,3ack-Soaking", bei dem bestimmte an die Kristallstruktur des Proteins bereits gebundene 
Substan2ea durch andere Substanzen ausgetauscht werden, es wird also ein Cokristall emeut 
mit dem Ziel einer Substitution „gesoakt". So kann z.B. ein ligand durch einen anderen li- 
ganden, der sich in der Losung befindet, die iiber Mikro-Tropfen auf den Proteinkristall auf- 
gebracht wird, ersetzt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann femer auch dazu verwendet werden, in sehr schonen- 
der Weise sogenannte ^Cryo-PufFer" auf einen Proteinkristall (komplexiert oder nicht- 
komplexiert) aufzubringen. Viele Proteinkristalle mussen vor der rontgenkristallographischen 
Untersuchung aus Stabilitatsgriinden eingeficoren werden, was, wie oben beschrieben, in der 
Kegel unter Verwendung von fliissigem Stickstoff durchgefiihrt wird. Die Cryo-Puffer wet- 
den wahrend des Einfirietptozesses verwendet, um die Eisbildung zu verhindem, die zur Zer- 
storung des Prot etnkris t a lls fuhten wutde. Beispiele fur Cryo-Puffet sind Glycerin odet 2- 
Methyl-2,4-pentanediol (MPD). Die Ctyo-Puffet konnen in das VotratsgefaB der Piezopipette 
gefuUt werden und dann in ahnlicher Weise wie die ligandenlosung mit der Mikrodosiervor- 
richtung auf den Proteinkristall gespritzt werden. 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindxmg konnen auch mehrere Mikrodosier- 
systeme, z.B. mehrere Piezopipetten, verwendet werden, tnit denen jeweils unterschiedliche 
oder auch identische Substanzen (bspw. an zwei verschiedenen, lo^ abgegtenzten Bereichen 
des Kristalls) auf den Kristall aufgebracht werden. Eine solche Anordnung kann z.B. von 
Vorteil sein, wenn zwei verschiedene liganden in eine Proteinkristallstruktur eingebracht 
wetden sollen. Die Liganden werden dann in verschiedenen Losxmgen gelost, die in die bei- 
den Fliissigkeitsvorratsbehalter zweier Piezopipetten gegeben werden. Uber die beiden Piezo- 
pipetten werden dann die beiden Losungen mit den verschiedenen Liganden in Mikro- 
Tropfenform auf den Proteinkristall aufgebracht. Dabei konnen uber das mit einer Piezopi- 
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pette jeweils verbmdene Steuergerat, das die Ttopfenetzeugung steuett, unterschiedliche 
Spannvmgsiinpulse und Spannimgspulsfolgen an die Piezopipetten angdegt werden, mn so 
eine optimale Fom und Ftequenz der Mikro-Ttopfen zu etreichen, die fik den jeweiligen 
liganden ideal ist. 

Die Vetwendung von zwei Mikrodosiersystemen, mit denen gettennt zwei verschiedene Sub- 
stanzen aufgebracht weirden, die erst auf dem Kristall zusammentteffen, ist iasbesondere auch 
dann votteilhaft, wenn das kristallisierte Protein Katalysatorfiinktion fiir die beiden Substan- 
2en, die beide als Reaktanden im ktistallisierten Protein gebunden werden, hat Erfolgt das 
Aufspritzen der beiden Reaktanden separat diitch zwei Mikrodosiersysteme wahrend der 
Rontgenbesttahlung des Proteinkristalls, kann die Reaktion. der Reaktanden unter katalyti- 
schem Einsatz der kristallisierten Proteine verfolgt werden. Eine Voraussetzung fik eine der- 
artige rontgenkristallographische Untersuchung ist naturlich die Stabilitat des Kristalls, d.h., 
daB der Kristall seine Struktur nicht durch strukturefle Umlagerungen der kristallisierten Pro- 
teine vedieren darf, da er dadurch auch sein Diffraktionsvermogen verlieren wiirde. 

Auch das sogenannte „Cryo-Soaking" Mt sich mit dem erfindungsgemaBen Verfahren in 
besonders vorteilhafter Weise durchfuhren. Das „Cryo-Soaking" ist durch die Kombination 
aus ligandenzugabe und gleichzeitigem Einfiieren eines Proteinkristalls gekennzeichnet So 
konnen z.B. Ubergangszuslinde des Proteinkristalls eingefroren und dann rontgenkristal- 
lographisch untersucht werden. Auch hierzu kann ein System verwendet werden, das mit 
mehreren Mikrodosiersystemen arbeitet, wobei fiber das eine Mikrodosiersystem z.B. der 
oben beschriebene Cryo-Puffer und fiber das andere Mikrodosiersystem eine Losxing in Mik- 
ro-Tropfenform auf den Proteinkristall gegeben werden, die den in den Proteinkristall einzu- 
bringenden Liganden enthalt 

Eine weitere Anwendung ware etwa das Aufspritzen von Reaktanden, die in bestimmter Wei- 
se mit dem Proteinkristall reagieren. 

Es ist gemaB einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens auch 
denkbar, daB dem durch die Halterung fiir den Kristall gefiihrten Gasstrom gewisse Substan- 
zen zugefiigt werden, mit denen der Kristall behandelt werden soL So konnte z.B. beim „So- 
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aking" dem Gasstrom ein in die Proteinkristalkttuktur einzubringender Ligand beigemengt 
wetden, wahtend mit dem Mikrodosietsystem Losungsmittel fiir diesen liganden aufgetropft 
witd Oder eine Losung aufgettopfl^ in det dn wdteter Ligand gelost ist, der gldchzeitig mit 
dem iibet den Gasstrom zugefuhrten Liganden in die KristaJlstruktitr des Proteinkristalls ein- 
gebaut werden solL Das Losungsmittel fik den Liganden kann riatiidich zusatzlich auch iibet 
den Gasstrom dem Kristall zugefuhrt wetden. Hierzu kann ein Verdampfer eingesetzt wer- 
den, um das Losxmgsmittel vorher in die Gasphase zu iiberfuhren. Auch ein Ligand, der iiber 
den Gasstrom zugefuhrt werden soli, kann iiber den Verdampfer dem Gasstrom zugefuhrt 
werden. Auch beim oben beschriebenen Cryo-Soaking kann z.B, iiber den Gasstrom Lo- 
sungsmittel mit Ligand dem Proteinkristall zugefuhrt werden, wahrend iiber das Mikrodosiet- 
system ein Ctyo-Puffet auf den Miktokristall aufgetropft witd. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform det votliegenden Etfindxmg kann ein erfindungsge- 
maBes Verfahten im Wege des Hochdurchsatzes auch zur Identifikation von Verbtndimgen 
genutzt werden, die Komplexbildungseigenschaften aufweisen. Hierzu sind erfindungsgema- 
Ce Verfahren geeignet, wobei ein Kristall, wie bspw. in der DE 198 42 797 CI oder in Figut 1 
gezeigt montiett witd und (a) ein potentiellet Ligand nach einem etfindungsgemaBen Vet&h- 
ten auf den Kristall aufgebiacht witd, (b) in einem zdtlichen Abstand von vatiablet Lange 
Beugungsintensitaten gemessen wetden, wobd mindestens eiae Axifiiahme, votzugswdse 2 
bis 10 Aufhahmen, zu jedem Zdtpunkt aufgenommen werden, und (c) diese im zddichen 
Abstand gemessenen Beugungsintensitaten, die typischerweise verschiedene Akkumulie- 
tungszustande des potentiellen Liganden auf dem Kristall widerspiegeln, miteinander in ihter 
zeidichen Abfolge verglichen werden. Hierbei ist es besonders bevorzugt, wenn der KristaU in 
einer Orientierung wahrend allet Beugungsaufiaahmen verbleibt. Auf diesem Weg witd es 
etfindungsgemaB moglich mit nut einem Kristall und einzelnen Rontgenaufiaahmen (ohne 
einen voUstandigen Datensatz aufhehmen zu miissen), die Komplexbildung nachzuwdsen 
und damit die Testsubstanz als Liganden odet als nicht-bindend zu identifizieten, Mit zuneh- 
mendet Komplexbildung nimmt namlich die Kottdation zum- voUig unbesetzten Ausgangs- 
zustand des Kristalls ab, weswegen (im zeidichen Abstand wachsende) Intensitatsuntetschie- 
de des Reflexe die Komplexbildung indizieren. Ein derartiges Verfahten kann als Hochdutch- 
satzverfahren dutchgefiihtt werden, da eine nichtbindende Substanz verworfen werden kann 
und mit einer anderen Substanz das Verfahten gemaB Schritten (a) bis (c) wiedetholt wetden 
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kaon. Innerhalb von wenigen Minuten kann erfindungsgemaB eine Testsubstanz als ligand 
identifiziert oder als nichtbindend vetwotfen werden. 

Die vodiegende Etfindung wkd durch die Figuren 4 und 5 nahet edautert- 

Figur 4: Der kovalent gebundene Inhibitor sowie einzelne Aminosaiiren in der Umge- 
bung des Aktiven Zentrums des Thrombins um Serl95 sind als stick-Modell 
dargestellt. Sauetstoffatome sind rot, Schwefelatome gelb, Stickstoffatome bku 
und Kohlenstoffatome grau dargestellt Der Inhibitor ist zusatzlich von seiner 
2F^-Fc-Elektronendichte (kontoutiert bei la) iiberlagert. Der Inhibitor ist in 
seiner Elektronendichte eindeutig definiert. 

In der experimentell bestimmten Elektronendichte ist deutUch die kovalente Bind\mg des 
PMSFs am Serl95 zu erkennen (Figur 4), die sich von der des ursprunglich itn Kristall ge- 
bundenen Benzamidins signifikant unterscheidet. Damit wurde der Beweis gefiihrt, daB der 
Ansatz des Auftropfens von Picoliter-Tropfen auf einen Proteinkristall unter Verwendnng 
des Free Mounting Systetns funktioniert 

Figur 5: 

Das Spaltprodukt Pro-lie des Inhibitors Diprotin A sowie einzelne Aminosauren in der Urn- 
gebung des Aktiven Zenttums der DPIV urn Ser630 sind als stick-Modell dargestellt. Sauer- 
stoffatome sind rot, Stickstoffatome blau und Kohlenstoffatome grau dargestellt. Der Inhibi- 
tor sowie Ser630, das kovalent an den Inhibitor gekoppelt ist, ist zusatzKch von seiner 2F^'F^' 
Elektronendichte (kontoutiert bei la) iiberlagert. Der Inhibitor ist in seiner Elektronendichte 
eindeutig defitniert (Figur 5). 

Vom eingesetzten Tdpeptid mit der Sequenz Ile-Pro-Ile ist das C-terminale Isoleucin ab- 
gespalten, wahtend das Dipeptid kovalent mit Ser630 weiterhin verkniipft ist und nicht ab- 
gespalten wird. Insofem verhalt sich Diprotin A eher wie ein Suizid-Substrat und nicht wie 
ein Inhibitor. 
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ErfindungsgemaB ist weiterhin ein Verfahren Gegenstand der vorliegenden Patentamneldung, 
bei dem die erfindungsgemaBe Behandlung eines firei montierten Kristalls mit einer Vortich- 
tung 2ur Erzeugung von Mikrotropfen im Stapdbetrieb erfolgt, um mit einem hohen Durch- 
satz an 2u komplexierenden Kristallen arbeiten 2u konnen, Hierzu wird/werden erfindungs- 
5 gemaB zunachst (a) der Kristall bzw. die Kristalle, vorzugsweise firei montiert, vorgehalten. 
Diese Vorhaltung der Kristalle bis zum nachsten Verfahrensschritt (b) kann bspw. durch La- 
gerung der Kristalle in tiefgekiihltem Zustand oder aber, starker bevorzugt, in einem abge- 
schlossenen GefaB (z.B. Vials) im Dampfgleichgewicht mit der Kristallisationsflussigkeit er- 
folgen, um die Unversehrtheit des Kristalls bzw. der Kristalle bis zum Verfahrensschritt (b) 

10 sicherzustellen. Im Verfahrensschritt (b) werden auf die die firei montierten Kristalle, wie er- 
findungsgemaB offenbart, Mikrotropfen einer bspw. einen liganden enthaltenden Losung 
aufgetragen, um den Kristall bspw. mit einem Liganden zu komplexieren. Nach der Komple- 
xierung miissen die erfindvtngsgemaB behandelten Kristalle in einem Verfahrensschritt (c) 
gelagert werden, ehe in Verfahrenssschritt (d) die rdntgenkristaUographische Untersuchung 

15 erfolgen kann. Die Lagerung in Verfahrensschritt (c) wird typischerweise in tiefgekiihltem 
Zustand, vorzugsweise in fliissigem Stickstoff, erfolgen. Die Durchfuhrung der Verfahxens- 
schritte (a) bzw. (c) kann bspw. in Probenwechslem erfolgen, wie sie in der Cryokristal- 
lographie eingesetzt werden, sog. „Autosampler" (z.B. vertrieben von Riken, Kouto, Japan 
oder X-Ray Research GmbH, Norderstedt, Deutschland). Hietbei werden die Proben auf 

20 einem Probentrager angeordnet und dieser horizontal verschoben, xim im Stapelbetrieb Pro- 
ben durch eine Probenaufiiahmevorrichtung aufnehmen zu konnen. Die Steuerung erfolgt 
automatisch. Gleichzeitig ist eine Vorrichtung zur Tiefkiihlung vorgesehen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Ausfuhxungsbeispide naher be- 
25 schrieben. 

Ausfuhnmgsbeispiele 
1. Ausfuhtungsbeispiel 

Bindung von Phenylmethylsulfonyl-Flourid (PMSF) an humanes a-Thtombin 

30 Ein Thrombin-Kristall wurde bd der zuvor ermittelten Startfeuchte von 93 % mit einem 
, J^oop" auf dem Free Mounting System montiert Uberschiissiger Reservoirpuffer wurde aus 
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dem „Loop" votsichtig unter dem Miktoskop mit einem Filterpapierstreifen entfemt. Die 
Stabilitat hzw. die Konstanz det GroBe des KristaUs wurde mit Hilfe des Videosystems kon- 
trolKett 

Darauf wurde die Piezopipette mit einer 100 mM Losung von PMSF, einem Liganden (Inhi- 
bitor) von Thrombin, in Isopropanol befuUt. Es wurde hier eine hochkonzentrierte PMSF- 
Losung in einem organischen Losimgsmittel verwendet. 

Anschliefiend wurde da: Kristall mit einzelnen Tropfen G,single shot" Modus) der Losung 
„beschossen". Das insgesamt aufgetropfte Volumen entsprach ungefahr dem Volximen des 
KristaUs, also ca. 300 pL Bei der sehr hohen eingesetzten PMSF-Konzentration entspricht 
dies ca. einem 3-4-fachen molaren UberschxiB des Inhibitors. Dabei wurde nach jedem Auf- 
tcopfen die Projektion der Flache des Ktistalls beobachtet und bis zum nachsten Aufttopfen 
so lang gewartet, bis die Flache wieder konstant blieb. Die einzekien Parameter des Experi- 
ments sind Tabelle 1 zu entnehmen. 



TabeUel 



Startfeuchte [% r.h.] 


93 


GtoBe det au%ebtachten Trop- 


ca.30 


fen |pl) 




Anzahl der augebrachten Trop- 


10 


fen 




Spannungiyi 


39,1 


Pulsweite [|4,s] 


450 



Nach AbschluB des Auftropfens wurde der Kristall mit PFPE-Ol (Perfluoropolyether) be- 
netzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Der rontgenkristallographische Datensatz 
wurde auf einer rotierenden Kupferanode aufgenommen. Die Prozessierimg der Daten er- 
folgte mit den Progtammen XDS und XSCALE, Verfeinerung und manueller Modellbau 
wurden mit den Programmen CNX und O durchgefiihrt Die Statistiken von Datensamm- 
lung, Prozessierung und Verfemerung sind in Tabelle 2 angegeben. Trotz des Auftropfens des 
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teinen Losungsmittels wurde die Diffraktionsqualitat des Kristalls nicht beeintrachtigt, 
insbesondete anhand des Wertes von za etkennea ist 



TabeUe2 



Inhibitor 
Sttahlungsquelle 
Wellenlange [A] 
Detektor 
Temperatur \K\ 
RauiDgmppe 
Zellpatatnetet: 
a9fcb9tc[A] 
a = 7 = 90°; p 

n 

Auflosung [A] 

Unabhangige 
Reflexe 

I/O' 

Vollstandigkeit^ 



kJ'' [%] 



PMSF 
Rotietende Kupfetanode 
1,5418 
MAR Imageplate 
100 
C2 

70,8; 72,8; 72,7 
99,77 

2,57 
10892 

7,3 (2.9) 
91,7(94,5) 

11,8(40,4) 
19,8 
26,4 



* Werte in Klamtnet gelten fur die auUerste Auflosungsschale 

'iu.=2:|iob,-<i>i/i:<i> 
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Eine graphische Darstellung det Ergebaisse der rontgenbdstallographischen Untetsuchung ist 
Figur 4 2u entnehmen. 

2. Ausfuhtungsbeispiel 

Bindung von Diptotm A an Dipeptidyl-Peptidase IV (DPIV) aus Schwein 

Die Kristalle der DPIV zeigen im natiyen Zustand ein nm sekt eingeschranktes Stteuverhal- 
ten. Erst dutch Feuchte-Optitaierung mit dem „Free Motintiiig System" lasst sich die er- 
reichbare Auflosung der Kristalle aber entscheidend verbessem. Im optimierten Zustand bei 
reduzierter Feuchte zeichnen sich die Kristalle zudem durch eine erhohte Stabilitat aus und 
sind somit besser fiir „Soaking"-Experimente durch das Auftropfen geeignet 

Im vorliegenden Experiment wurde ein Kristall der DPIV bei der zuvor bestimmten Start- 
feuchte von 97 % mit dem „Free Mounting System" montiert Zur Optimierung wurde die 
Feuchte in einem Gradient von 0,5 % Feuchteanderung pro 60 s auf 89 % r.h. abgesenkt. Die 
Transformation des Kristalls, die durch eine deutliche Verbesserung der Auflosung gekenn- 
2eichnet ist, beginnt bereits bei 94 % r.h. und erreicht bei 89 % r.h. ihr Maximum. Wahrend 
des Auftropfens wurde daher die Feuchte konstant gehalten. 

Als ligand wurde eine Inhibitor-Losung von wassriger Diprotin A Losung (50 mM) verwen- 
det Bei Verwendxing einer wassrigen Losung sind im Vergleich zu organischen Losungsmit- 
teln kleinere TropfengroBen zu erreichen, wodurch der Kristall noch schonender behandelt 
wird. Wahrend des Auftropfens der Losung wurde permanent die Flache des Kristalles beo- 
bachtet und erst dann der nachste Tropfen axifgetragen, wenn die Flache sich nicht mehr an- 
derte. Die Gesamt-Menge an aufgettopften Inhibitor entspricht einem ca, 10-fachen molaren 
UberschuB. Die einzelnen Parameter des Experiments sind Tabelle 3 zu entnehmen. 



TabeUe3 


Slartfeuchte(%r.h.] 


97 


Feuchte-Gradient 


0,5 %/60s 


Optimum der Feuchte [%] 


89 
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GroBe der aufgebrachten Trop- 


ca, 5-10 


ten iplj 




An7ahl der aufgebtachten Trop- 


OA 

80 


fen 




Spannimg [V] 




Pulsweite \}is] 


10 



Nach Beendigung des Aufttopfen wurde der Kdstall imter Verwendving von PFPE-Ol (Per- 
fluoropolyether) als Cryo-Pwtectant in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die anschlieBende 
rontgenktistallographische Datensatzaiifaahme erfolgte auf einet rotietende Kupferanode. 
Prozessiert wurden die Daten mit den Programmen XDS und XSCALE, Vetfeinerung und 
manuefler Modellbau wurden nait den Programmen CNX und O durdagefuhrt. Die Statistic 
ken von Datensammlung, Prozessierung und Verfeinerung sind in Tabelle 4 angegeben. 



Tabelle4 



Inhibitor 
Strahlungsquelle 
WeUenlange [A] 
Detektor 
Tetnperatur [K] 
Raumgruppe 
Zellparameter: 
a9tb7£c[A] 

Auflosung [A] 



DiprotinA 
Rotierende Kupferanode 
1,5418 
MAR Lnageplate 
100 
PI 

62,3; 118,5; 133,1 
112,7; 94,9; 90,9 
2,59 
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Unabhangige 


103898 


Reflexe 






14,0(4,1) 


Vollstandigkeit^ 

[%] 


93,5 (89,4) 


kj-' r/o] 


6,1 (28,0) 




22,6 


[%] 


27,5 



Die Ergebnisse der tonlgenkiistaflogtaphischen Untersuchvmg sind in Figur 5 dargestellt. Mit 
5 diesem Ausfiihrungsbeispiel witd das groBe Potential erfindiingsgetoaBet Verfahten unter 
Verwendung von Microdosiersystemen (und Free Mounting) deutlich, da hier parallel ein 
KdstaJl optimiert und dutch das Auftropfen ein Inhibitor gebunden werden konnte. 

3. Ausfuhrungsbeispiel 

1 0 Bindung von Pefabloc an humanes a-Thrombin dutch langsames Akkumulieten 

Eine weitere Moglichkeit, insbesondete schwerlosliche liganden (Inhibitoren) an kristallisiet- 
te Proteine zu binden, besteht im langsamen Akkumulieren des Inhibitors, der im wassrigen 
System gelost ist. Beim klassischen „Soaking" ist man stete darauf angewiesen, daB die Kon- 
zentration des Inhibitors in der Losung nicht 2u gering ist. Daher ist es haufig notwendig, 
15 dem Ansatz zur Erhohung der Loslichkeit Losungsmittel beizumischen, was die empfindli- 
chen Proteinkristalle u.U. schadigt oder sogar zerstort. 

Mit dner erfindungsgemaBen Vorrichtung bzw. bei Durchfiihrung eines erfindungsgemaBen 
Verfahrens wurde zur schonenderen Behandlung ganz auf Losungsmittel verzichtet, da sich 
der Inhibitor auch bd nur geringer LosUdikdt durch haufiges Auftropfen im Kristall akku- 
20 muKert^ wodurch die WahrsdieinKchkdt der Bindxmg wesentfich erhoht wird. Durch die Be- 
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obachtung des Kristalls mit dem Videosystem wutde gewahrleistet, daB der Kristall nicht 2u 
statk befeuchtet wurde. Bin neuer Tropfea wurde erst dann aufgebracht, wenn der vorhetige 
Tropfen betdts vetdimstet war. Aus den Angaben iiber die Loslichkeit des jeweiligen Inhibi- 
tors, der TropfengroBe vind der Anzahl der Molekule im Kristall konnte sogar die Anzahl der 
5 aufzubringenden Tropfen berechnet werden. 

Als Inhibitor wurde Pefabloc SC (4-(2-Aniinoe%l)-benzolsulfonyl-fluorid-hydrochlorid, K^: 
6,5 \xM) verwendet, der sich durch erne hohe Stabilitat im wassrigen System auszeichnet. 

Es wurde die Anzahl benotigter Tropfen fiir eine Stochiometrie von Inhibitor zu Protein von 
2:1 errechnet unter folgenden Randbedingungen: bei einem Kristall-Volumen von 300 pi und 

10 einer Dichte des Kristalls von ca. 1,3 g/ml ergab sich fiir die Masse des Kristalls = 390 ng. 
Unter Beriicksichtigung des Molekulargewichts von Thrombin (ca. 40 kDa) ergab sich eine 
Konzentration des Thrombins im Kristall ca. 9,75 pmol/300 pi bzw. 32,5 mM. Da es das Ziel 
war, den Inhibitor im stochiometrischen Verhaltnis von 2:1 aufzubringen, imi eine moglichst 
hohe Besetzung zu erreichen, betrug die benotigte Menge des Inhibitors: 19,5 pmol (9,75 

15 pmol X 2). 

Die Menge an aufeutropfender Inhibitor-Losung hangt von der Konzentration des Inhibitors 
ab und wurde experimentell fur drei Konzentrationen unter der Annahme einer Tropfengro- 
Be von 10 pi, wie sie bei V^endung von Wasser realisierbar ist, gewahlt, wie in Tabefle 5 
dargestellt Bei einer iiblichen relativen Feuchte zwischen 90 und 100 % r.h. konnte regelma- 

20 Big 1 Tropfen pro sec auf den Kristall aufgebracht werden. Die Frequenz wurde aber deutlich 
erhoht, wenn bei redxizierter Feuchte im HuUstrom, die zu einem Austcocknen der Kristalle 
fiihrt, der Vedust an Feuchtigkeit durch ein schnelleres Auftropfen ausgeglichen und somit 
die reL Feuchte am Kristall konstant gehalten werden muBte. Dadurch wurde eine Frequenz 
von 20 Tropfen pro Sekunde ermoglicht. Die sich daraus bei verschiedenen Inhibitorkon- 

25 zentrationen ergebenden Zeiten sind ebenfalls in Tabelle 5 dargestellt. 

TabeUe 5 



Inhibitor- 
Konzentration 



Gesamtvolumen Anzahl der Tropfen Dauer des Experi- 
an aufeutropfen- (Tropfenvolumen 10 ments |h] bei 20 
der Losung Tropfen/sec 
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100 mM 0,195 19.500 0.3 

10 MM 1,95 195.000 2,7 

IHM 19,5 1.950.000 27,1 



Bdm Experiineiit mit humanen a-Thtombin und dem InMbitor Pefabloc unter Verwenduag 
einer Konzaittation von 100 wurden die folgendeo, aus Tabdle 6 entoehmbaren experi- 
mentdlai Parameter gewahlt Durch die erhohte Frequenz beim Auftropfen wurde die redu- 
2ierte Feuchte wahrend des Experimentes ausgeglichen wetden. 

Tabelle6 



Startfeuchte [% tK] 


93 


Feuchte beim Auftropfen [% 


ca. 80 


t.K] 




Inhibitot-Konz. jjilMJ 


100 


GroBe des Proteinbdstalls (jplj 


250 


GroBe der aufeubtingeaden 


ca. 10 


Tropfen |pl] 




Frequenz [s"^] 


10 


Anzahl der aufeubringenden 


17.000 


Tropfen 




Spannung [V] 


41,0 


Pulsweite [|Lls] 


450 
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Patentanspriiche 

1. Vomchtung zmn Behandeln eines Kristalls mit einer Fliissigkeit mit einer Halterung zur 
Befestigung des Ktistalls und mindestens einem Mikrodosiersystem, das itn Verhaltnis zut 
Halterung so angeordaet ist, daB damit Mikto-Tropfen der Fliissigkeit auf den in der Hal- 
terung befestigten Kristall aufgebracht werden konnen, 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, die dariiber hinaus ein Mittel umfaBt, mit dem wahrend 
des Auftropfens der Fliissigkeit um den Kristall herum eine definierte Umgebxing erzeugt 
werden kann. 

3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, bei der das Erzeugen der definierten 
Umgebung darin besteht, einen Gassttom definierter Zusammensetzung um den Kristall 
herum zu erzeugen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 imd 3, bei der die Halterung dariiber hinaus so ausgebildet 
ist, dafi durch die Halterung der. Gasstrom so gefiihrt werden kann, daB er auf den in der 
Halterung befestigten Kristall gerichtet ist 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der die Halterung aus einem 
Tragerblock fiir eine Haltekapillare besteht, die ein freies Auflageende fiir den Kristall be- 
sitzt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, bei der die Haltekapillare aus einer Mikropipette besteht, 
in der sich ein Unterdruck erzeugen laBt, um den Kristall zu halten. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 oder 6, bei der der Tragerblock der Halterung 
einen integralen Gaskanal mit einem Miindungsende enthalt, das auf das Auflageende der 
Haltekapillare gerichtet ist 
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8. Vomchtung nach einem der Anspriiche 3 bis 7, die datiiber hinaus ein Gasmischmittel 
aufweist, toit dem die Zusammensetzung des Gasstroms yambel eingestellt werden kann. 

9. Vomchtung nach Anspruch 8, bei der das Gas aus Luff: mit einem bestimmten Feuchtig- 
keitsgehalt besteht und das Gasmischmittd so ausgebildet ist, daB damit die Luftfeuchtig- 
keit eingestellt wetden kann. 

10. Vomchtung nach einem det Anspriiche 3 bis 9, die dariiber hinaus ein Losxmgsvermitt- 
lerbeigabemittel umfafit, mit dem dem Gassttom ein Losungsvetmitder fiir eine in die 
KristaUstmktur des Kristalls einzubringende Substanz beigemischt wetden kann. 

11. Vorrichtung nach Anspmch 10, die dariiber hinaus ein Konzentrationseiastellmittel zur 
Einstellung der Konzentration des Losuogsvermitders umfaBt 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 11, die dariiber hinaus ein Temperaturein- 
stelhnittel umfaBt, mit dem die Temperatur des Gasstroms variabel eingestellt werden 
kann. 

13. Vorrichtung nach einem der vorheigehenden Anspriiche, bei der das Mikrodosiersystem 
so ausgebildet ist, daB es Mikro-Tropfen der auf den KristaU aufeubringenden Fliissigkeit 
erzeugen kann, die ein Volumen aufweisen, das kleiaer als das Volumen des Kristalls ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es 
Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 10 und 20 Prozent des Kristall- 
volumens und vorzugsweise zwischen 5 und 10 Prozent des Kristallvolumens betragt. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 oder 12, bei der das Mikrodosiersystem so 
ausgebildet ist, daB es Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 1 nl und 
100 pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt zwischen 20 pi und 
4 pi liegt. 
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16. Vomchtung nach einem det vorhergehenden Anspriiche, bei der das Mikrodosiersystem 
dariibet hinaus ein Fliissigkeitszufuhtsystem aufweist, uoit dem verschiedene Fliissigkei- 
ten, die auf den Kristall aufgetropft wetden sollen, in zeitlich gesteuerter Weise einem 
Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems zugefuhtt wetden konnen. 

17. Vomchtung nach Anspruch 16, bei det das Flussigkeitszufuhtsystem des Miktodosiersys- 
terns umfaBt eine elektrisch ansteuerbare Ptazisionssptitze und ein Leitungssystem utn- 
faBt, mit dem die Prazisionsspritze iiber elektrisch steuetbate Ventile mit vetschiedenen 
Fliissigkeitsvorratsbehaltem und mit dem Tropfenetzeugungsteil des Miktodosietsystems 
vetbunden wetden kann, um diesem Fliissigkeit fiir die Ttopfenetzeugung zuzufuhten. 

18. Votrichtung nach einem det vothetgehenden Anspriiche, bei det das Miktodosietsystem 
so ausgebildet ist, dafi es eine Piezopipette umfaBt, die das Ttopfenetzeugungsteil bildet. 

19. Votrichtung nach Anspmch 18, bei det die Piezopipette aus einet Kapillate besteht, die 
von einem piezoelektrischen Element umschlossen ist 

20. Votrichtung nach Ansptuch 18 odet 19, bei det das Miktodosietsystem dariibet hinaus ein 
tnit det Piezopipette dekttisch vetbimdenes Steuetgetat mnfafit^ das so ausgebildet ist, 
daB damit untetschiedlich gefotmte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt wetden 
konnen, deten Fotmen die Fotm und GtoBe det Mikto-Tiopfen md deten Ftequenz die 
Ftequenz det Mikto-Ttopfen steuem. 

21. Votrichtung nach einem det Anspriiche 1 bis 17, bei det das Miktodosietsystem eine Ka- 
pillate und ein in det Kapillate angeotdnetes Miktoventil um£aBt 

22. Votrichtung nach Anspmch 21, bei det das Miktodosietsystem dariibet hinaus ein Steuet- 
getat zum Ein- itnd Ausschalten des Miktoventils umfaBt, imi die Mikto-Tiopfen zu et- 
zeugen. 

23. Votrichtung nach einem det vothetgehenden Anspriiche, die mehtete Miktodosietsyste- 
me umfaBt, die im Vethaltnis zut Haltetung so angeotdnet sind, daB damit Mikto- 
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Tfopfen verschiedener Fliissigkeiten auf den in der Halterung befestigten Ktistall aufge- 
bracht werden konnen. 

24. Vomchtung nach einem der vothergehenden Ansptuche, bei der die Halterung dariiber 
hinaus so ausgebildet ist, dafi sie zur Befestigung eines Proteinkristalls geeignet ist 

25. Vomchtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der die Fliissigkeit aus einer 
Losung besteht. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 21, bei der in der Losung eine Substanz oder mehrere Sub- 
stanzen gelost ist bzw. sind, die in die Struktur des Kristalls eingebracht werden soil bzw. 
sollen oder mit dieser reagieren soil bzw. soUen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, bei der die Substatiz bzw. die Substanzen aus einem oder 
mehreren liganden oder Inhibitoren besteht bzw. bestehen. 

28. Vorrichtung nach Anspmch 26, bei der die Substanz bzw. die Substanzen einen oder 
mehrere Reaktanden enthalt bzw. endialten, der bzw. die mit dem oder im Proteinkristall 
reagieren soil bzw. sollen. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 25, bd der die Losung aus Wasser besteht, ia dem eine Sub- 
stanz gelost ist, die mit dem Proteinkristall wechselwirken soU. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, bei der die Substanz aus einem Inhibitor oder Liganden 
besteht, der in Wasser nur schwer losKch ist. 

31. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der die Fliissigkeit einen 
Cryo-Puffer enthalt 

32. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der der Kristall in der Halte- 
rung nicht in einer Fliissigkei^ bspw. der Muttedosung, angeordnet ist 
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33. Goniometerkopf mit einet Vomchtung nach einem der vothergehenden Anspriiche. 

34. Rontgenbestrahlungsanlage mit einet Vomchtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche. 

35. Synchrotronbestrahlungsanlage mit einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 33. 

36. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit nut den folgenden Schrit- 
ten: 

- es witd der Kdstall befestigt, insbesondere ohne iii einer fliissigen Umgebung eingebet- 
tet zu sein, und 

- es werden Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf den Kdstall aufgebracht. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, bei dem dariiber hinaus wahrend des Aufttopfens der Mik- 
ro-Tropfen um den Kdstall herum eine definierte Umgebung erzeugt wird. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, bei dem das Erzexjgen der definierten Umgebung das Er- 
zeugen eines Gasstroms definierter Zusammensetzung um den Kdstall herum umfafit 

39. Verfahren nach Anspmch 38, bei dem der Gasstrom aus einem Luftsttom mit konttoUier- 
ter Luftf euchtigkeit besteht 

40. Verfahren nach Anspruch 38, bei dem der Gasstrom wahrend des Auftropfens geregelt 
witd. 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 39 oder 40, bei dem die Luftfeuchtigkeit des Gas- 
stroms und die Frequenz, mit der die Tropfen durch das Mikrodosiersystem auf den Kds- 
tall aufgetcopft werden, wahrend des Aufttopfens so aufeinander abgestimmt werden, daB 
der Kdstall moglichst wenig belastet witd, insbesondere das Volumen des Kdstalls sich 
um nicht mehr als 20%, insbesondere um nicht mehr als 10% verandert. 
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42. Verfahjren nach einem der Anspriiche 38 bis 41, bei dem der Gassttom einen Losungs- 
vetmitdet in kontrollierter Konzentration fur eine auf den Kristall aufeubtingende Sub- 
stanz iimfaBt 

43. Verfahten nach einem det Anspriiche 36 bis 42, bei dem das Volumen der Mikro-Tropfen 
kleiner als das Volumen des Kristalls ist 

44. Verfahren nach Anspruch 43, bei dem die Mikro-Tropfen der Losung ein Volumen 2wi- 
schen 1 nl und 100 pi, vorzugsweise zrwischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt 2wi- 
schen 20 pi vind 4 pi aufweisen. 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 44, bei dem der Kristall ein Proteinkristall ist. 

46. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 45, bei dem die Flussigkeit aus einer Losung 
besteht, wobei die Losung ggf. auf eine Temperatur oberhalb von 20°C erwarmt ist 

47. Verfahren nach Anspmch 46, bei dem die Losung eine oder mehrere Substanzen enthalt, 
die einen oder mehrere Liganden und/oder Tnhtbitoren enthalt bzw. enthalten. 

48. Verfahren nach Anspmch 46 oder 47, bei dem die Losung aus Wasser oder einem organi- 
schen Losungsmittel oder einem Gemisch aus organischen L6sxingsmittel(n) und/oder 
Wasser besteht, in dem eine Substanz enthalten ist, die mit dem Proteinkristall wechsel- 
wirken soil. 

49. Verfahren nach Anspruch 47 oder 48, bei dem die Substanz aus einem Inhibitot oder 
Liganden besteht, der in Wasser nur schwer loslich ist 

50. Verfahren nach Anspmch 36, bei dem die Flussigkeit aus einem Cryo-Puffer besteht 

51. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 50, bei dem der Gasstrom eine oder mehrere 
Substanzen enthalt, die einen oder mehrere Liganden und/oder Inhibitoren enthalt bzw. 
enthalten. 
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52. Verfahiren nach einem der vorhergehenden Anspriiche 36 bis 51, bei dem der Kdstall mit 
Hilfe eines Verdampfets mit Losungsmittel, insbesondere organischem Losimgsmittel, 
bedampftwitd. 

53. Verfahrea zur Ermitdxing einer ptoteinkiistallogtaphischen Struktur, ^f. eines Komple- 
xes eines Ptoteins xmd einer Substanz, wobei die Verfahtensschritte nach einem der An- 
spriiche 36-52 durchgefiihrt werden und dariiber hinaus der Kristall mit Rontgensttah- 
lung oder Synchrotronstrahlxmg bestrahlt wird und das Beugungsbild des Kristalls aufge- 
nommen wird. 

54. Verfahren nach Anspruch 53, bei dem die Bestrahlung wahrend der Behandlung des Kris- 
talls mit der Fliissigkeit stattfindet 

55. Verfahren nach ebem der Anspriiche 53 oder 54, bei dem dariiber hinaus die Intensitaten 
der Reflexe des Beugungsbildes ermittelt werden. 

56. Verfahren nach eiaem der Anspriiche 53 bis 55, bei dem dariiber hinaus unter Verwen- 
dung der Phaseninformation, 2.B. aus isomorpher Ersetzung oder MAD (multiple 
anomaloxjs scattering), die Elektronendichte der Kristallstruktur ermittelt wird 

57. Verfahren zur Identifikation von ein kristallisiertes Protein bindenden Liganden, bei dem 

(a) ein potentieller ligand nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 52 auf 
den Kristall aufgebracht witd, (b) in einem zeitlichen Abstand von variabler Lange Beu- 
gungsintensitaten gemessen werden und (c) diese im zeitlichen Abstand gemessenen Beu- 
gungsintensitaten entsprechend ihrer zeitlichen Abfolge miteinander verglichen werden. 

58. Verfahren zur rontgenkristallographischen Strukturaufklarung im Hochdurchsatz, bei 
dem (a) der Kristall bzw. die Kristalle, vorzugsweise firei montiert, vorgehalten werden, 

(b) auf die vorzugsweise firei montierten Kristalle Mikrotropfen einer bspw. mindestens 
einen Liganden enthaltenden Losung aufgetragen werden, (c) die gemaB Verfahrens- 
schritt (b) behandelten Kristalle gelagert werden und (d) die Kristalle rontgenkristal- 
lographische untersucht werden. 
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